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Introducción
La irradiación empleada en el tratamiento de los 
tumores o malformaciones vasculares del sistema 
nervioso central (SNC) presenta gran riesgo de le-
sionar los tejidos sanos adyacentes. Los daños pro-
ducidos por la radioterapia sobre el SNC es el prin-
cipal factor que limita este tratamiento, ya que exis-
te una relación estrecha entre el grado de dosis em-
pleada y la duración de la irradiación con el grado 
de destrucción perilesional.
Los tejidos normales están formados por dife-
rentes células que dependen del tejido vascular para 
su integridad funcional. Cuando un tejido es irra-
diado, en primer lugar se observa una disminución 
del número de mitosis debido a la inhibición del 
proceso proliferativo. Al mismo tiempo, pueden 
observarse aberraciones cromosómicas en aquellas 
células que se estaban dividiendo en el momento 
del tratamiento. Más tarde aparecerán microhemo-
rragias, edema celular e intersticial y necrosis. Las 
microhemorragias y el edema intersticial son se-
cundarios a la acción de las radiaciones sobre el le-
cho vascular, mientras que el edema celular indica 
lesión irreversible de la célula. Luego, las células ac-
tivas desde el punto de vista de la mitosis desapare-
cen y se encuentran fagocitos que retiran los restos 
de las células muertas, así se inicia la reparación del 
daño radioinducido. Primero, aparecen células in-
diferenciadas, que proliferan para sustituir a las cé-
lulas desaparecidas. En esta fase, se pueden seguir 
viendo mitosis aberrantes hasta que el tejido se re-
puebla en su totalidad. Sin embargo, a más largo 
plazo, si el lecho conectivo-vascular no ha recupe-
rado la integridad funcional, y no es capaz de apor-
tar oxígeno y nutrientes necesarios al tejido, pue-
den aparecer cambios degenerativos (atrofia) en el 
tejido noble [1].
El SNC está constituido básicamente por neuro-
nas, células gliales (astrocitos, oligodendrocitos y 
microglía), células ependimarias y células del endo-
telio vascular. Cada tipo celular posee una tarea es-
pecial en el funcionamiento del SNC y una respues-
ta a la irradiación establecida por las características 
histológicas. Las lesiones originadas por la irradia-
ción del SNC afectan principalmente a las células 
que componen la glía y las células del endotelio vas-
cular [2].
Los oligodendrocitos (cuya función es la forma-
ción y el mantenimiento de la vaina de mielina) son 
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las células con mayor grado de afectación. Las neu-
ronas, en cambio, son más radiorresistentes por su 
alto grado de diferenciación celular y porque han 
perdido la capacidad de reproducirse [3]. Los astro-
citos pueden proteger a las neuronas al captar el 
glutamato extracelular y evitar su toxicidad [3].
Los cambios morfopatológicos producidos por 
la irradiación sobre el SNC consisten en una des-
mielinización producida por la muerte de los oligo-
dendrocitos, asociada a áreas de edema, con poste-
rior formación de malacia y atrofia cerebral [2,4].
La muerte celular causada por la irradiación se 
produce por dos mecanismos: apoptosis y necrosis 
celular [5]. La apoptosis es un proceso de muerte 
celular programada por el que el ADN sufre una ro-
tura de su cadena y una degeneración de la estruc-
tura molecular a consecuencia de un daño cromo-
sómico irreparable [6]. La necrosis es un proceso 
distinto, donde la muerte celular se produce por 
una hinchazón de la célula y de sus organelas, con 
la ruptura de la membrana celular antes de la de-
gradación del ADN [7,8].
Conocido es que la eritropoyetina (EPO), hor-
mona glucoproteica de 34 kDa, que se produce 
principalmente en los riñones, tiene un papel im-
portantísimo en la eritropoyesis y se produce en 
respuesta ante la hipoxia [9,10]. La eritropoyetina 
alfa es una forma recombinante con actividades 
idénticas para el uso terapéutico [11]. Estudios re-
cientes han demostrado efectos protectores de la 
eritropoyetina sobre el SNC ante la isquemia cere-
bral o en otras agresiones como traumatismos cra-
neoencefálicos. Se considera que puede tener un 
efecto beneficioso sobre el traumatismo craneoen-
cefálico, trastornos como la esclerosis múltiple o la 
enfermedad de Parkinson, y lesiones isquémicas o 
infartos [12-15].
El objetivo de este estudio es observar si la eri-
tropoyetina tiene efectos protectores, sobre células 
del SNC, cuando se les aplica una dosis de radia-
ción que en condiciones normales causaría un ele-
vado número de muerte celular (apoptosis).
Materiales y métodos
Cultivo celular
El estudio se desarrolló primero con la obtención 
de cortezas cerebrales de embriones de ratas Wis-
tar en el 17.º día de preñez mediante una incisión 
abdominal en condiciones de esterilidad. El encéfa-
lo de los embriones de 18 días se expuso, después 
de quitar la piel y el cráneo, y se separó el tronco 
encefálico del cerebro. A continuación, se separa-
ron los hemisferios cerebrales y se limpiaron de 
meninges. Por último, la corteza se separó de la 
parte ventral y se recogió en HBSS sin Ca2+ ni Mg2+, 
y a continuación se pasaron a un tubo de plástico 
de 15 mL, donde se llevó a cabo una digestión enzi-
mática. La digestión se realizó con una mezcla de 
0,7 mg/mL de tripsina, 3 mg/mL de albúmina de 
suero bovina y 100 mg/mL DNasa en 1 mL de HBSS 
sin Ca2+ ni Mg2+ durante 15 minutos a 37 °C. Trans-
currido este tiempo, se inactivó la tripsina a tem-
peratura ambiente mediante la adición de inhibi-
dor de tripsina de soja a una concentración final de 
500 μg/mL. Los fragmentos de tejido obtenidos tras 
la digestión se disociaron mecánicamente hasta te-
ner una suspensión de células, que se recuperaron 
mediante centrifugación a 200 g, durante 10 minu-
tos. Después, se resuspendió el sedimento de célu-
las resultante en medio de cultivo D/F-10S (DMEM/
F12-10 % suero fetal bovino).
Tras llevar a cabo un recuento del número de cé-
lulas viables presentes en la dispersión, se realizó 
un segundo lavado, por centrifugación a 200 g y re-
suspensión en medio de cultivo, se ajustó el volu-
men para obtener la densidad adecuada de siembra 
(30.000 células/cm2). Las células se sembraron sobre 
portas de vidrio con pocillos recubiertos previa-
mente con polilisina (PLL, 10 μg/mL, Sigma) (Fig. 1). 
Se dejaron en el incubador durante una hora en 
medio con suero a una temperatura de 37 °C y una 
atmósfera húmeda que contenía el 95% de oxígeno 
Figura 1. Imagen microscópica (20×) de células de corteza cerebral de 
embriones de rata tras la siembra en los portas.
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y el 5% de CO2. Una vez que las células se habían 
adherido, se retiró el medio D/F-10S, se sustituyó 
por el medio D/F con B27 (Gibco) y se introdujeron 
de nuevo en el incubador.
Pasadas 72 horas, se cambió el medio por otro 
similar en un cubre (grupo control o grupo EPO ne-
gativas), mientras que en el otro cubre se añadió al 
medio eritropoyetina alfa con concentración 30 pM 
(EPO positivas). Los cultivos permanecieron, con 
posterioridad, 24 horas en el incubador.
Radioterapia
Las células recibieron 5 Gy mediante un aparato 
Phoenix (unidad de telecobaltoterapia de fotones 
de 1,25 MVI). Tras la radioterapia, permanecieron 
24 horas en el incubador antes de fijarlas.
Apoptosis
Las células se fijaron con paraformaldehído al 4%. 
Luego, por medio de la técnica de TUNEL (TdT-
mediated dUTP-biotin nick end labeling) se valoró 
el número de células apoptóticas en los cultivos 
irradiados. Esta técnica cosiste en la incorporación 
de nucleótidos marcados con biotina en los grupos 
hidroxilos (3’OH) terminales que han quedado ex-
puestos durante el proceso de fragmentación de la 
doble cadena de ADN por la activación de la endo-
nucleasa endógena. La enzima transferasa terminal 
de deoxinucléotidos (TdT), que sintetiza un polí-
mero de dUTP-biotina (que a su vez se reconoce 
por el conjugado proteico avidita-peroxidasa y vi-
sualizado por una reacción con peróxido de hidró-
geno y el cromófobo 3-amino-9-etil-carbanzol, AEC) 
utiliza este grupo como sustrato. 
Por medio de esta técnica, los núcleos apoptóti-
cos se tiñen de color café rojizo y se visualizan frag-
mentos del núcleo condensado en la periferia de la 
célula (TUNEL positivo). Las células que no pre-
sentan apoptosis se tiñen de color verde (TUNEL 
negativo) y se facilita la comparación entre ambos 
grupos de células (Figs. 2 y 3).
Recuento de células
Tras la tinción con TUNEL, las células se cuentan 
mediante el microscopio (×20) y el programa infor-
mático Image-Pro-Plus 5 (Figs. 2 y 3), que contabi-
liza el número de células apoptóticas con respecto 
al total de las células en determinados campos mi-
croscópicos (por ejemplo, en el campo microscópi-
co 1 del grupo control se observaron 150 células, de 
las que 35 eran apoptóticas) (Tabla).
Figura 2. Imagen microscópica tras la técnica de TUNEL del grupo con-
trol o grupo EPO negativo.
Figura 3. Imagen microscópica tras la técnica de TUNEL del grupo EPO 
positivo.
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Resultados
Una vez obtenida la comparación entre las células 
totales y las apoptóticas, se observa un total de 
6.875 células, en el grupo control, de las que 1.734 
células son apoptóticas; mientras tanto, en el grupo 
EPO positivo, se observa un total de 6.039 células 
de las que 936 son apoptóticas. Este hecho supone 
un porcentaje de apoptosis del 25,22% en el grupo 
de control o grupo EPO negativo; mientras que en 
el grupo EPO positivo se ve un porcentaje de apop-
tosis del 15,5%. Esto supone una disminución de la 
apoptosis, producida por una irradiación de 5 Gy, 
en cultivos celulares de corteza cerebral de embrio-
nes de rata tratados con eritropoyetina alfa. 
Estudio estadístico
Las variables cuantitativas se analizaron mediante 
el test t de Student para el contraste de dos medias 
independientes analizando las diferencias significa-
tivas entre variables, siempre que p < 0,05. El resul-
tado de la comparación entre las células totales y 
las apoptóticas, analizado mediante la t de Student, 
muestra un resultado estadísticamente significativo 
(p < 0,0001).
Discusión
Se entiende que un fármaco radioprotector son aque-
llas sustancias químicas que actúan disminuyendo 
la eficacia de las radiaciones en el tejido sano. La 
condición indispensable que deben cumplir estas 
sustancias es que deben encontrarse en el interior 
de la célula en el momento en el que ésta reciba la 
radiación.
Hoy en día, se usan corticoides para tratar de 
controlar el edema, agudo o tardío, del SNC causa-
do por la radiación. Sin embargo, en ocasiones no 
es posible controlarlo, principalmente en tumores 
malignos, y su efecto es temporal.
El uso de la eritropoyetina en el cáncer, tradicio-
nalmente, se ha basado en la corrección de la ane-
mia, que éste produce por mecanismos como la in-
filtración sobre la médula ósea, la pérdida de san-
gre, la hemólisis, alteraciones endocrinas o hepáti-
cas, pero sobre todo se produce por una interacción 
compleja entre el tumor y el sistema inmune por la 
producción de citocinas [16,17]. 
Se han emprendido estudios sobre animales de 
experimentación con el fin de investigar la relación 
de la anemia, su corrección con la eritropoyetina y 
la sensibilidad a la radiación sobre tumores como 
sarcomas [18] o glioblastomas [19]. Concluyen que 
existe una mayor respuesta a la radiación en los tu-
mores de los animales anémicos que reciben eritro-
poyetina. Esto se debe a que la hipoxia producida 
por una anemia produce cierto grado de radiorre-
sistencia, que se mejora con la administración de 
eritropoyetina al elevar el hematocrito.
Se ha comprobado que la eritropoyetina se pro-
duce por el tejido cerebral (astrocitos y neuronas). 
Esta producción aumenta en respuesta ante la hi-
poxia o isquemia. Esta eritropoyetina interactúa con 
receptores específicos de las neuronas e incremen-
tan la tolerancia ante la hipoxia, lo que sugiere su 
participación en un sistema neuroprotector endó-
geno en el cerebro [20-23]. Otros mecanismos que 
también pueden inducir su producción son la hipo-
glucemia o una fuerte depolarización neuronal [24]. 
También se han observado abundantes receptores 
para la EPO en capilares de la sustancia blanca o en 
astrocitos que rodean a estos capilares, lo que su-
giere la posibilidad de un transporte (transcitosis) a 
través de la barrera hematoencefálica intacta [25]. 
Estudios posteriores en animales confirman esta hi-
pótesis [26]. 
Aunque todavía se investiga el mecanismo neu-
roprotector de la eritropoyetina, se plantea que su 
acción está mediada por receptores que se encuen-
tran en las paredes del endotelio vascular y en los 
astrocitos [27,28]. Los mecanismos de la EPO como 
agente neuroprotector parecen ser multifactoriales. 
La EPO puede producir de manera indirecta un 
efecto neuroprotector para restablecer el suminis-
tro de sangre al tejido dañado o actuar directamen-
te sobre las neuronas por activación de numerosas 
vías de señalización molecular. Sobre la célula neu-
ronal, la eritropoyetina produce un aumento rápido 
de la concentración de calcio libre intracelular [29-
31], lo que incrementa la síntesis de monoaminas y 
óxido nítrico (ON) [25,30], y la depolarización de la 
membrana neuronal. La EPO también tiene un efec-
to antioxidante al reducir los radicales libres [32,33]. 
Su acción antioxidante también se sustenta en el 
restablecimiento de las actividades de la catalasa 
citosólica y la glutatión peroxidasa en eritrocitos, lo 
que protege contra el estrés oxidativo por la reduc-
ción de la peroxidación lipídica [32]. Otra función 
de la eritropoyetina es reducir el daño causado por 
el glutamato [34,35]. También ejerce una función 
antiapoptótica que regula la expresión de genes im-
plicados en la apoptosis, se ha relacionado con la 
inhibición de la cascada de las caspasas [36] y con 
un aumento del bcl-XL (antiapoptótico) y una dis-
minución del gen bak (proapoptótico), lo que pro-
duce una disminución de la apoptosis y un aumento 
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de la supervivencia neuronal [37-39]. Se ha demos-
trado que también tiene actividad neurotrófica, lo 
que implica un efecto de mayor latencia que la inhi-
bición de la apoptosis [14]. Tiene funciones sobre la 
estimulación de la neovascularización o angiogene-
sis como respuesta a la hipoxia y al daño neuronal 
al estimular la formación de microvasos mediante 
la interacción con su receptor en los vasos sanguí-
neos [27,40,41]; sobre la capacidad de regulación de 
las células madre, puede regular la producción de 
progenitores de células neuronales [42], y sobre las 
citocinas proinflamatorias, las reduce y produce un 
efecto antiinflamatorio que disminuye la migración 
de células inflamatorias [43,44].
Se han iniciado diferentes estudios en animales 
de experimentación con el fin de observar el efecto 
neuroprotector de la eritropoyetina ante agresiones 
sobre el sistema nervioso como traumatismos o is-
quemia tanto cerebral como en la médula espinal 
[28,44-55]. Los resultados de estos estudios mues-
tran un efecto neuroprotector del tejido neuronal 
de la eritropoyetina, lo que reduce la apoptosis, el 
infiltrado inflamatorio por la reducción de citocinas 
inflamatorias, el edema, el vasoespasmo y mejora la 
vasorregulación y estimula la angiogénesis. 
Sobre humanos con infarto cerebral no hemo-
rrágico, Ehrenreich et al han emprendido un estu-
dio por el que administran eritropoyetina, dentro 
de las primeras ocho horas desde el inicio de los 
síntomas, para ver el resultado funcional. Los auto-
res han observado una reducción significativa del 
área infartada en los pacientes tratados con EPO, 
asociada con una notable recuperación neurológica 
y una mejoría clínica un mes después de la isquemia 
[56]. La inconveniencia de este estudio es el bajo ta-
maño de la muestra. El incremento de los niveles de 
eritropoyetina en suero y en líquido cefalorraquí-
deo sugiere que cruza la barrera hematoencefálica 
dañada y protege del daño isquémico cerebral.
Un estudio con asialoeritropoyetina (una varian-
te de la eritropoyetina) muestra efectos neuropro-
tectores beneficiosos en ensayos con animales de 
experimentación, sobre lesiones en la médula espi-
nal, el nervio ciático y sobre infartos y lesiones is-
quémicas cerebrales [57]. Además, no produce ele-
vación del hematocrito y elimina los posibles efec-
tos secundarios de la administración de eritropoye-
tina (poliglobulia [58], trombosis por hiperreactivi-
dad plaquetaria [59]).
Es bien conocida la presencia de anemia en los 
pacientes con cáncer y es frecuente el uso de la eri-
tropoyetina en pacientes que reciben quimioterapia 
o radioterapia, lo que mejora sus resultados en 
cuanto a la supervivencia, la calidad de vida y la 
respuesta al tratamiento [60-63]. En tumores como 
el cáncer pulmonar de células pequeñas, está esta-
blecida la utilidad de la radiación profiláctica del 
Tabla. Número de células por campo en el grupo control (o grupo EPO 
negativas) y en el grupo EPO positivas.
Grupo control Grupo EPO positivas
Total  
(n = 6.875)
Apoptosis 
(n = 1.734)
Total 
(n = 6.039)
Apoptosis 
(n = 936)
Campo 1 150 35 47 11
Campo 2 176 42 198 33
Campo 3 176 72 220 43
Campo 4 207 46 53 9
Campo 5 179 52 168 28
Campo 6 170 61 130 10
Campo 7 189 37 118 19
Campo 8 244 50 196 34
Campo 9 448 107 327 56
Campo 10 215 80 242 30
Campo 11 135 53 156 24
Campo 12 652 156 176 21
Campo 13 293 47 547 138
Campo 14 555 115 181 19
Campo 15 299 64 579 71
Campo 16 326 111 240 34
Campo 17 564 121 178 47
Campo 18 219 50 155 27
Campo 19 275 86 228 13
Campo 20 261 83 293 53
Campo 21 188 59 447 68
Campo 22 84 23 83 10
Campo 23 272 58 478 43
Campo 24 314 70 166 30
Campo 25 284 56 433 65
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SNC para evitar las metástasis frecuentes que se 
producen, con el daño que puede originar la radio-
terapia sobre las células nerviosas. 
Un estudio experimental sobre los efectos de la 
radioterapia combinada con la temozolamida sobre 
células de glioblastoma implantadas en ratones de-
mostró un aumento de la supervivencia sin alterar 
el crecimiento celular ni la migración. Sin embargo, 
podría producir una protección de las células tumo-
rales ante la radioterapia y la quimioterapia, por lo 
que concluyen que no debería administrarse [64].
Basándonos en los estudios llevados a cabo, en 
los que se ha observado la capacidad de neuropro-
tección de la eritropoyetina, hemos emprendido un 
estudio in vitro para analizar si el efecto neuropro-
tector de la eritropoyetina se extiende a la protec-
ción contra la radioterapia. En nuestro modelo ex-
perimental in vitro, se comprobó la eficacia de la 
eritropoyetina alfa en la prevención de la apoptosis, 
en células del SNC de ratas, producida por la radia-
ción. Esto abre nuevos campos para la investigación 
del efecto neuroprotector de la eritropoyetina y sus 
derivados sobre el sistema nervioso. Actualmente, 
estamos desarrollando un modelo experimental en 
ratas para el estudio in vivo.
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Erythropoietin as a protective factor in rat CNS cells receiving radiotherapy –an in vitro study
Aim. To investigate the effect of erythropoietin in cultured rat cerebral cortex cells receiving radiotherapy. 
Materials and methods. Cerebral cortex was taken from 17-day-old Wistar rat embryos and placed in culture. At 72 hours, 
the cultures were divided into two groups, one receiving 30 pM erythropoietin alpha and the other was the control group. 
Both groups received 6 Gy from a Phoenix apparatus and were incubated for another 24 hours before fixation in 4% 
formaldehyde. TUNEL technique was employed to calculate the number of apoptotic cells in the irradiated cultures. 
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Results. Apoptosis affected 25.22% of the cells cultured without erythropoietin and 15.5% in the group receiving erithropoyetin. 
Student’s t-test was used to analyse quantitative variables and showed a significant difference in apoptosis between the 
two groups (p < 0.0001). 
Conclusion. Our in vitro experimental model demonstrated that erythropoietin effectively prevents apoptosis in irradiated 
rat SNC cells, opening new fields for investigation into protective agents for the nervous system. 
Key words. Erythropoietin. In vitro study. Radiotherapy.
